






















an  elderly Australian  cohort  (n  =  599). Genotypes were  assessed  by  RT/RFLP‐PCR,  and UVR 
exposures were assessed as the accumulated erythemal dose rate accumulated over 4 months (4M‐
EDR). Multivariate  analysis  found  significant  negative  associations  between  4M‐EDR  and RBC 
folate (p < 0.001, β = −0.19), serum folate (p = 0.045, β = −0.08) and homocysteine levels (p < 0.001, β = 
−0.28). Significant associations between MC1R‐rs1805007 and serum  folate  levels  (p = 0.020), and 
IRF4‐rs12203592  and  homocysteine  levels  (p  =  0.026)  occurred  but  did  not  remain  significant 










as  atherosclerosis,  stroke  and  coronary  artery  disease  [1].  Folate  acts  as  a  key  regulator  of 
homocysteine levels through roles in converting homocysteine to essential amino acid, methionine, 
with an inverse relationship between folate and homocysteine levels well established [2,3]. Folate is 
also  important  in  the synthesis of DNA nucleotides, with  these collective  roles  linking  low  folate 
status to risk of additional adverse health outcomes, such as neurodegenerative disorders, adverse 
pregnancy outcomes and  several  cancer  forms  [1,4,5]. Various  environmental and genetic  factors 
determine folate status [6], with potential consequences for health and disease risks. Many of these 
factors have been studied in isolation, however, determinants may also interact to influence folate 






Exposure  to  ultraviolet  radiation  (UVR)  is  a  potential  environmental  determinant  of  folate 
status. Folate photodegradation may be of particular importance in Australians [7,8] due to high UVR 
exposures  experienced by much of  this population  [9].  In vitro  studies have demonstrated UVR 
exposure may directly degrade folates and stimulates the production of reactive oxygen species by 
endogenous photosensitisers, which may  increase  folate needs and  losses  [10–13]. These  findings 
have  been  supported  by  several  observational  human  studies,  where  increased  UVR  levels  or 
exposures have been associated with decreased folate status [7,8,14,15]. Potential season variation in 
related compound, homocysteine, has been examined  in  two previous studies with no significant 
relationships  reported  [16,17].  However,  these  prior  observational  studies  have  had  limited 
consideration of the potential influence of interacting determinants on the impact of UVR on folate 
status or subsequent homocysteine levels. 
The  biological  influence  of  UVR  exposure  is  dependent  on  several  factors,  with  skin 
pigmentation  the most  important endogenous determinant of UV sensitivity. Variation  in human 
skin  pigmentation  is  an  evolutionary  adaptation  to  differing  UVR  environments,  with  darker‐
pigmented populations originating in areas of high environmental UVR, and lighter‐pigmented in 
regions of lower UVR levels [18,19]. Debate still surrounds the selective values of skin pigmentation, 






of >8000 subjects from the National Health and Nutrition Examination Surveys  in  the USA  found 
both  red blood  cell  (RBC)  and  serum  folate  concentrations were highest  in non‐Hispanic whites 
compared with non‐Hispanic blacks and Mexican Americans [20,21]. Furthermore, Perry et al. [22] 
showed that ethnicity influences response to folate intake, with serum folate levels lower in African 
American women,  compared with Mexican American  and non‐Hispanic whites,  following  folate 
depletion  and  repletion  diets. While UVR  exposure  and  ethnic  background  are  each  shown  to 
influence  folate  levels,  the direct  role  of  genetic  variants  related  to  skin  pigmentation  and UVR 
sensitivity is yet to be assessed. Furthermore, the interactive effects of UVR and skin pigmentation in 
determining folate and homocysteine status have not been examined.   
Human skin pigmentation  is a polygenic  trait,  influenced by multiple genes  in many diverse 























the  skin declining with age  [32]. Subjects were  eligible  to be  included  in  the RHLS  if  they  lived 
independently within the community or resided in retirement villages on the Central Coast. Subjects 






Fasting  blood  samples were  collected  in  ethylenediaminetetraacetic  acid  lined  tubes (whole 




enzyme‐selective fluorescence  assay and  OP‐162  homocysteine  reader  (JD  Biotech  Corp,  Taipei, 
Taiwan)  [33,34].   
2.3. Genotyping of Skin Pigmentation Polymorphisms 
Genomic  DNA was  isolated  from whole  blood  samples  using QIAamp mini‐kits  following 
manufacturer’s protocols (Qiagen).  Isolated DNA was used  to genotype  for  three genetic variants 
related  to  skin  pigmentation;  IRF4  rs12203592,  HERC2  rs12913832  and MC1R  rs1805007.  These 
variants were selected due to their well‐established associations with skin pigmentation and related 
traits of interest; tanning ability/tanning response to sun and photoaging [25–28]. 
IRF4‐rs12203592  genotyping  was  performed  with  the  Taqman  genotyping  assay 
(C_31918199_10; Applied Biosystems). PCR reactions of 5 μL were performed in 384‐well plates and 
comprised ~20 ng of DNA (applied as 2.5 μL of DNA sample dried in plate), 2.50 μL of 2X TaqMan® 
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Table 1. PCR conditions for HERC2 rs12913832 and MC1R rs1805007 variants. 








































considerably  in  the RHLS  cohort given original  sample  collection  took place over  a period of  20 
months from July 2010 to March 2012 (>80 sample collection dates).   
2.5. Questionnaires and Clinical Data 
Dietary  intake of  subjects was estimated  using  a  validated self‐administered food  frequency 
questionnaire  (FFQ)  covering 225  food  items  and  all  food  groups [38].  Subjects  indicated  if  they 
obtained additional  intake of nutrients via supplement use, and this was converted to total dietary 







Information  on  smoking  status was  collected  via  an  interviewer‐administered  survey with 
classification as either non‐smoker, ex‐smoker or current smoker. Participant body mass index (BMI) 
(kg/m2)  was  calculated  using  anthropometric  measurements  undertaken  at  time  of 









for  age,  sex  and known determinants  of  folate  status;  dietary  intake  of folate,  vitamin 
B6 and alcohol, tea and coffee consumption (serves/day), serum vitamin B12 levels, BMI category and 
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smoking status [39,40]. Where homocysteine levels were the outcome, analyses adjusted for age, sex 
and known determinants  of  homocysteine  status; reported  intake  vitamin  B6 and alcohol, serum 
folate,  vitamin  B12  and  creatinine  levels,  BMI  category  and  smoking  status  [39,41,42].  Multiple 
comparisons of least squares means were made using Tukey’s HSD tests. Adjusted R2 values and p‐












2). Mean  creatinine  levels  and  alcohol  intake were  significantly  higher  in males  compared with 
females (10.5 vs. 8.4; p < 0.001 and 13.3 vs. 4.7; p < 0.001; Table 2). Serum vitamin B12 levels were lower 





  All (n = 599)  Male (n = 268)  Female (n = 331) 
Age (years)^  77 (76–78)  77 (76–78)  77 (76–78) 
RBC folate (nmol/L)^  1332.1 (1295.3–1368.9)  1312.8 (1259.9–1365.6)  1348.0 (1296.7–1399.2) 
Serum folate (nmol/L)^  29.1 (28.2–30.0)  28.3 (27.0–29.6)  29.8 (28.5–31.1) 
Homocysteine (μmol/L)^  10.4 (9.9–10.8)  10.8 (10.1–11.5)  10.0 (9.5–10.6) 
Serum vitamin B12 (pmol/L)^  239.4 (227.2–251.6)  224.0 (208.7–239.2)a  252.0 (233.7–270.2)a 
Creatinine (μmol/L)^  9.3 (8.9–9.7)  10.5 (9.8–11.1)b  8.4 (7.9–8.9)b 
Folate intake (μg/day)^  736.4 (692.1–780.7)  727.6 (684.8–770.4)  743.6 (671.1–816.1) 
Vitamin B6 intake (mg/d)^  9.4 (7.1–11.8)  10.1 (5.7–14.5)  8.9 (6.5–11.2) 
Alcohol intake (g/day)^  8.6 (7.5–9.6)  13.3 (11.4–15.1)c  4.7 (3.9–5.6)c 
Tea serves/day*       
<1  193 (32)  82 (31)  111 (34) 
1–2  274 (46)  124 (46)  150 (45) 
>2  132 (22)  62 (23)  70 (21) 
Coffee serves/day*       
<1  208 (35)  91 (34)  117 (35) 
1–2  262 (44)  120 (45)  142 (43) 
>2  129 (22)  57 (21)  72 (22) 
Smoking status*       
Never smoked  304 (51)  91 (34)d  213 (64)d 
Current smoker  18 (3)  9 (3)  9 (3) 
Ex‐smoker  277 (46)  168 (63)e  109 (33)e 
BMI category^       
Underweight  9 (2)    5 (2)  4 (1) 
Normal  122 (22)  47 (19)  75 (25) 
Overweight  237 (43)  119 (48)  118 (39) 


















Table 3. Genotype  frequencies  for  skin pigmentation variants  in Retirement Health and Lifestyle 
Study (RHLS) cohort and comparison to 1000 Genomes European populations. 
Variant  RHLS  EUR  GBR 
  n (%)  n (%)  n (%) 
IRF4‐rs12203592       
CC genotype  359 (62)  395 (78)  61 (67) 
CT genotype  188 (32)  99 (20)  27 (30) 
TT genotype  33 (6)  9 (2)  3 (3) 
HERC2‐rs12913832       
AA genotype  24 (4)  90 (18)  4 (4) 
AG genotype  178 (31)  186 (37)  25 (28) 
GG genotype  364 (64)  227 (45)  62 (68) 
MC1R‐rs1805007       
CC genotype  473 (84)  435 (87)  75 (82) 
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  p  β  p  β 
4M‐EDR  <0.001  −0.28  <0.001  −0.28 






The MC1R‐rs1805007  CC  genotype  was  associated with  significantly  lower  serum  folate  levels 
compared with the CT genotype (27.4 (26.2–28.6) vs. 31.0 (28.3–33.6); Table 6). HERC2‐rs12913832 and 
IRF4‐rs12203592 variants were not  independent  significant predictors of  serum  folate  levels. The 
association between MC1R rs1805007 and serum folate levels did not remain following adjustments 
for age, sex and known determinants of folate status.   










  p  β  p  β  p  β  p  β 
MC1R rs1805007 (CC vs. CT)  0.429  −0.04  0.930  −0.00  0.020  −0.11  0.171  −0.06 
HERC2 rs12913832 (AG vs. GG)  0.919  0.00  0.466  −0.03  0.480  −0.03  0.130  −0.07 

















  p  β  p  β 
MC1R rs1805007 (CC vs CT)  0.715  0.02  0.725  0.02 
HERC2 rs12913832 (AG vs. GG)  0.208  −0.06  0.108  −0.08 
IRF4 rs12203592 (CT vs CC)  0.026  −0.10  0.059  −0.10 
* Models  adjusted  for  age,  sex  and  known  determinants  of  homocysteine  levels;  dietary  intake 
of folate and vitamin B6, alcohol, tea and coffee consumption, serum vitamin B12 and creatinine levels, 





To  assess  if  the  effects  of  4M‐EDR  and  skin  pigmentation  variants  on  folate  levels  were 
independent or interactive, multivariable modelling with the inclusion of interactive terms for 4M‐
EDR and MC1R‐rs1805007, HERC2‐rs12913832 and IRF4‐rs12203592 was performed. No significant 
















  p  β  p  β  p  β  p  β 
4M‐EDR  0.026  −0.15  0.034  −0.15  0.156  −0.10  0.071  −0.13 
MC1R rs1805007  0.460  −0.03  0.883  −0.01  0.024  −0.10  0.155  −0.07 
HERC2 rs12913832  0.788  −0.01  0.630  −0.02  0.434  −0.04  0.182  −0.06 
IRF4 rs12203592  0.286  0.05  0.420  0.04  0.112  0.07  0.214  0.06 
4M‐EDR x MC1R rs1805007  0.759  −0.02  0.669  −0.03  0.734  0.02  0.614  0.03 
4M‐EDR x HERC2 rs12913832  0.594  0.03  0.504  0.03  0.721  −0.02  0.304  −0.05 

















  p  β  p  β 
4M‐EDR  <0.001  −0.30  <0.001  −0.30 
MC1R‐rs1805007  0.728  0.02  0.896  0.01 
HERC2‐rs12913832  0.151  −0.06  0.171  −0.07 
IRF4‐rs12203592  0.073  −0.08  0.149  −0.07 
4M‐EDR x MC1R rs1805007  0.794  −0.02  0.646  −0.03 
4M‐EDR x HERC2 rs12913832  0.804  0.01  0.879  0.01 
4M‐EDR x IRF4 rs12203592  0.698  0.02  0.316  0.05 
* Models  adjusted  for  age,  sex  and  known  determinants  of  homocysteine  levels;  dietary  intake 
of folate and vitamin B6, alcohol, tea and coffee consumption, serum vitamin B12 and creatinine levels, 

















levels  [46–48]. However,  as highlighted  in  a previous  review  by Zhang  et  al.  [49],  these  studies 
typically  examine  cohorts  with  lower  cumulative  UVR  doses  compared  with  those  where 
associations were reported. This hypothesis is supported by the associations reported in the present 
study, which  assessed  accumulated UVR  levels  over  a  long  period  (4 months)  in  a  high UVR 
environment (i.e., Australia).  
This  is  the  first  report  of  UVR‐associated  variability  in  homocysteine  levels.  While  the 
relationship  between  homocysteine  levels  and  season  have  been  investigated  previously,  no 
significant relationship has been reported [16,17]. Obvious differences between prior studies and the 
current study are cohort size and location. Prior studies examined <100 subjects located in Northern 
European  areas  [16,17].  Differences  in  findings may  therefore  reflect  differences  in  power  and 
environmental UVR levels. Furthermore, season is a non‐precise surrogate for UVR levels compared 
with the satellite data used here. 
Given  the well‐known  inverse  relationship between  folate and homocysteine  levels  [2,3],  the 
finding  that  both  folate  and  homocysteine  decreased  with  increased  environmental  UVR  was 
unexpected. This  suggests  homocysteine may  be decreased  by  processes which  are upregulated 
following UVR exposure. Vitamin D, which is consistently inversely associated with homocysteine 
levels [50–54], may be involved in this process or may be a marker of sun‐exposure, supporting this 
hypothesis.  Increased oxidative  stress  following UVR exposure may also  influence homocysteine 
levels, by promoting homocysteine auto‐oxidization and the formation of homocysteine into another 
oxidant  not  detected  by  homocysteine  assays  [55].  Further  investigation  into  the  potential 
relationship  between  UVR  and  homocysteine  levels  is  warranted,  given  homocysteine  is  an 
independent risk factor for several cardiovascular and neurovascular diseases [56].   
To  our  knowledge,  this  is  the  first  study  to  explore  relationships  between  UVR,  skin 
pigmentation  gene  variants  and  folate/homocysteine  levels.  Significant  associations were  found 
between MC1R‐rs1805007 genotype and serum folate levels, and between IRF4‐rs12203592 genotype 
and homocysteine levels. However, associations did not remain in adjusted models, indicating the 
influence of  the variants was not greater  than  that of already known determinants of  folate and 
homocysteine levels. It is unclear why the MC1R‐rs1805007 CT genotype was related to higher serum 
folate levels compared with the CC genotype, given it is the T allele that is strongly related to the red 











and  genetic  variants. The potential UVR‐modifying  effect  of  skin pigmentation  variants may  be 
masked by  the  increased susceptibility of an elderly population  to UVR damage, given aged skin 
displays  a  continuous  loss  of  characteristics  that  allow  for  UV  protection,  and  hyper  or 
hypopigmentation conditions are common [32]. This may be particularly relevant to an Australian 
elderly cohort, given chronic high UVR exposures over  the whole  lifespan accelerates skin aging 














pigmentation  and  sun  sensitivity  [25–28].  These  variants  have  importance  in  determining  skin 
pigmentation  in  populations  predominately  of  European  ancestry,  such  as  in  this  cohort,  and 
therefore, findings may be limited to these populations. Finally, as this study focused on assessing 
an elderly cohort, the generalizability of findings is limited. Future studies are needed assessing these 






and pigmentation‐related variants  (IRF4  rs12203592, HERC2  rs12913832 and MC1R  rs1805007) on 
folate and homocysteine levels. Environmental UVR levels and pigmentation‐related variants MC1R 
rs1805007  and  IRF4  rs12203592  were  shown  to  be  independently  associated  with  folate  and 
homocysteine  levels,  however,  no  interactive  influence  between  these  factors was  found.  These 
findings highlight UVR exposure and skin pigmentation variants as emerging determinants of folate 
status in the Australian population. However, additional research is needed to assess if these findings 
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